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...Acho que escutei uma voz gritar: 
"Nunca mais dormirás! Macbeth assassinou o sono!" 
O sono inocente, sono que deslinda a meada enredada das 
preocupações, a morte da vida de cada dia, banho reparador do trabalho 
doloroso, bálsamo das almas feridas, segundo prato na mesa da grande 
natureza, principal alimento do festim da vida!... 
William Shakespeare, 
Macbeth, ato II, cena 2 
 
 
“E o que me importa 
É não estar vencido”. 
Sangue Latino, por Secos & Molhados. 
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 RESUMO 
Dois processos regulam o ciclo sono/vigília: um circadiano e um homeostático. As 
hipocretinas (peptídeos neurotransmissores) estão envolvidas na regulação homeostática deste 
ciclo. A ausência ou redução no funcionamento do sistema hipocretinérgico acarreta em 
sonolência excessiva, por esta característica, propõe-se que a hiperatividade deste sistema 
pode resultar em episódios de hipervigília e insônia. As hipocretinas 1 e 2 possuem receptores 
específicos, amplamente distribuídos no cérebro. No gene do HcrtR1 foi descrito um 
polimorfismo que ocorre na posição G1222A e no gene do HcrtR2 há uma substituição na 
posição G922A, ambos provocam mudança de aminoácido. No presente trabalho estes 
polimorfismos foram analisados a fim de buscar associação com a insônia. Para obtenção dos 
parâmetros polissonográficos e confirmação da queixa dos pacientes, cento e cinqüenta e sete 
indivíduos (83 insones) foram submetidos à polissonografia e coleta de amostra de sangue 
periférico realização de PCR/RFLP. Entretanto, não foram observadas associações entre os 
polimorfismos estudados (G1222A no receptor 1 de hipocretina e G922A no receptor 2 de 
hipocretina) e a insônia nesta amostra. As freqüências genotípicas foram acompanhadas de 
acordo com o esperado para o equilíbrio Hardy-Weinberg usando a análise do χ2, 
comparações da variância dos parâmetros de sono individuais foram feitas com os testes 
estatísticos apropriados. O programa estatístico Statistica 6.1 (StatSoft, Inc.) foi usado para 
todas as análises.  
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 1. INTRODUÇÃO 
As hipocretinas 1 e 2 constituem uma nova família de neuropeptídeos sem 
homologia significante a outros neuropeptídeos descritos. Suas estruturas são bem 
conservadas entre espécies sugerindo grande importância biológica (Sakurai e cols., 1998; 
Smart & Jerman, 2002).  
São importantes na regulação do ciclo sono-vigília, com efeitos 
neuroexcitatórios (Sakurai, 2007), entre a gama de evidências que mostra essa relação pode-se 
citar a narcolepsia, distúrbio de sono cuja fisiopatologia é caracterizada pela ausência de 
hipocretina no sistema nervoso central. Sabe-se também que os níveis de hipocretina variam 
circadianamente, com altos níveis coincidindo com o fim da vigília ativa e níveis reduzidos no 
fim do período de sono (Brisbare-Roch e cols., 2007). Além do mais, após privação de sono 
paradoxal, os níveis de hipocretinas estão significativamente altos (Pedrazzoli e cols., 2004) 
sendo a hipocretina 1 moduladora do sono paradoxal por meio da ativação de neurônios do 
locus coeruleus (Bourgin e cols., 2000). 
A rede de eferências dos neurônios hipocretinérgicos se dirige a diversas 
áreas relacionadas ao sono (Nicolaidis, 2006) como tronco cerebral, lóbulo intermediário e 
posterior da glândula pituitária, núcleo paraventricular, núcleo tuberomamilar, locus 
coeruleus e núcleo dorsal da rafe (Brown e cols., 2001, 2002, Eriksson e cols., 2001, 
Korotkova e cols., 2002, 2003). Os neurônios destas três últimas áreas são ativos durante a 
vigília e têm sua atividade reduzida ao longo do sono de ondas lentas, até praticamente cessar 
durante o sono paradoxal (Brown e cols., 2002; Kiyashchenko e cols., 2002). Portanto, danos 
ou sutis alterações nestas mesmas áreas podem provocar alterações na regulação do ciclo 
sono-vigília. 
 A ausência de funcionalidade deste sistema em mamíferos, seja por 
mutações ou morte neuronal, acarreta em sonolência excessiva. É proposto que a 
hiperatividade do sistema hipocretinérgico resulte em momentos de hipervigília e insônia. 
Com base nestes dados, polimorfismos nos genes do sistema de 
neurotransmissão hipocretinérgico, são sítios potenciais para a identificação de variações 
genéticas que levariam a diferentes expressões do fenótipo de sono e para a possível 
identificação de fatores genéticos associados a distúrbios de sono. No presente trabalho, 
analisamos polimorfismos não sinônimos nos dois receptores de hipocretina e sua associação 
com a insônia. 
1.1. A Estrutura do Gene da Hipocretina 
O gene da prepró-hipocretina humana está localizado no cromossomo 
17q21, composto por 2 éxons e 1 íntron distribuídos por uma extensão de 1432 pares de bases 
(pb). O primeiro éxon, com 143pb, inclui uma região 5´ não traduzida e a região que codifica 
os primeiros 7 resíduos de sinal secretório; seu único íntron tem uma extensão de 818pb e o 
segundo éxon contém a porção remanescente do quadro de leitura além da região 3´ não 
traduzida. Seu RNA mensageiro codifica um precursor de 131 aminoácidos, que por 
processamento proteolítico origina os dois neuropeptídeos, hipocretina-1 e hipocretina-2 (De 
Lecea e cols. 1998) 
 
 
 
  
 
 
 
 
Figura 1: Representação esquemática do sistema hipocretinérgico 
(modificado de Sakurai, 2007). 
A hipocretina-1 humana (Hcrt-1) é um peptídeo de 33 aminoácidos, de 
3,562 Da com um resíduo de piroglutamil N-terminal e segundo análise da massa molecular 
do peptídeo purificado, possui duas pontes dissulfeto intracadeia. A topologia destas pontes 
dissulfeto é quimicamente determinada como [Cys6-Cys12, Cys7-Cys14]. Esta estrutura é 
completamente conservada entre diversas espécies de mamíferos (humanos, ratos, 
camundongos, bois, ovelhas, cães e porcos) (De Lecea e cols., 1998).  
A hipocretina-2 humana (Hcrt-2) é um peptídeo linear com 28 aminoácidos, 
de 2,937 Da, sem pontes dissulfeto e sua seqüência é 46% (13/28) idêntica a hipocretina-1. 
Possui duas substituições de aminoácidos quando comparada a camundongos e uma 
substituição quando comparada a cães e porcos (Sakurai e cols., 1998; Gerashchenko e cols., 
2003).  
Existem dois receptores nos quais as hipocretinas se conectam para exercer 
sua atividade biológica, o receptor 1 e o receptor 2 (HcrtR1 e HcrtR2) e a similaridade entre a 
seqüência dos dois receptores é de 64%. Os genes de ambos possuem 7 éxons codificantes, as 
estruturas do Receptor 1 (gene localizado no cromossomo 1p33) e do Receptor 2 (gene 
 localizado no cromossomo 6p11-q11) da hipocretina são bem conservadas entre espécies 
sugerindo grande importância biológica (Sakurai e cols., 1998; Smart & Jerman, 2002). 
Ambos são receptores do tipo metabotrópicos acoplados à proteína G, com 
atividade biológica eminentemente excitatória, pois células noradrenérgicas do locus 
coeruleus (Hagan e cols., 1999), células dopaminérgicas da área tegmental ventral (Nakamura 
e cols., 2000) e células histaminérgicas do núcleo tuberomamilar (Yamanaka e cols., 2002) 
são ativadas pela hipocretina. Adicionalmente, devido aos neurônios do locus coeruleus 
expressarem exclusivamente o Receptor 1 bem como os neurônios do núcleo tuberomamilar 
exclusivamente o Receptor 2, sugere-se que a sinalização de ambos os receptores é 
basicamente excitatória. Deve-se ressaltar que estas regiões são de grande importância na 
manutenção da vigília. 
1.2. Anatomia do Sistema de Neurotransmissão Hipocretinérgico 
Estudos anatômicos revelaram que corpos celulares imunoreativos para 
hipocretina foram observados principalmente no hipotálamo lateral, posterior e perifornical 
(Wagner e cols., 2000; Grecco & Shiromani, 2001); estes não estão organizados em um 
núcleo específico e sim como fibras difusas e em humanos há um número variável de 
neurônios responsáveis pela síntese hipocretinérgica (Vanni-Mercier e cols., 1984; Siegel, 
2004). Fibras imunoreativas estão amplamente distribuídas por meio de projeções densas para 
todo o Sistema Nervoso Central (Peyron, 1998; Taheri e cols., 1999), mas são particularmente 
encontradas em regiões do hipotálamo, amígdala, nucleus accumbens, sistema límbico, área 
septal, tálamo, núcleos subtalâmicos, substância negra e centros monoaminérgicos como o 
locus coeruleus, também no núcleo tuberomamilar, núcleos da rafe e área tegmental ventral 
possuindo, portanto múltiplas funções (Aston-Jones e cols., 1991; 1999; Chemelli e cols., 
 1999; Siegel, 1999; Ida e cols., 1999; Mignot, 2000; Eggermann e cols., 2001; Taheri e cols., 
2002; Kilduff, 2005). 
Existem também, projeções diretas do núcleo supraquiasmático para 
neurônios hipocretinérgicos, o que sugere que a atividade hipocretinérgica é modulada pelo 
sistema de temporização biológica (Abrahamson e cols., 2001). Estas projeções fornecem 
uma base biológica para o conceito de alerta circadiano dependente do tempo biológico. 
Os receptores hipocretinérgicos estão distribuídos por todas as regiões 
inervadas, porém com distribuição diferencial nas diversas estruturas cerebrais. O RNAm do 
HcrtR1 têm sido detectado no hipotálamo ventromedial, tenia tecta, hipocampo, rafe dorsal e 
locus coeruleus. Já o RNAm do HcrtR2 é expresso nos núcleos paraventriculares 
hipotalâmicos, núcleo talâmico e subtalâmico, núcleo septal, córtex cerebral, nucleus 
accumbens, núcleos anteriores pretectal e diversas regiões do bulbo (Trivedi e cols., 1998; 
Marcus e cols., 2001). Os núcleos da rafe (serotoninérgica), a área tegmental ventral e a 
substância negra contêm ambos os tipos de receptores (Korotkova e cols., 2002; 2003). A 
expressão do RNAm do receptor de hipocretina tem sido também observada na hipófise 
(Blanco e cols., 2001), glândula adrenal (Lopez, e cols. 1999; Randeva e cols. 2001), Sistema 
Nervoso entérico e pâncreas (Kirchgessner & Liu, 1999). 
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Figura 2: Principais projeções hipocretinérgicas para os centros de controle do sono/vigília. As 
projeções mais densas dos neurônios hipocretinérgicos são para o locus coeruleus, Núcleo 
tuberomamilar, Núcleo da rafe, Área tegmental ventral e Substância negra. Também se projetam para o 
núcleo laterodorsal e tegumento pedúnculopontino e para o prosencéfalo basal; contudo não existem 
projeções sinápticas para o núcleo pré-óptico ventro-lateral que inibe as células hipocretinérgicas. 
1.3. Histórico 
O hipotálamo é conhecido como o local de regulação central da homeostase 
e é organizado em núcleos distintos e autônomos. Estes diversos núcleos são centros 
regulatórios de sistemas autonômicos e endócrinos, mediadores de processos como 
reprodução, lactação, balanço hídrico, pressão sanguínea, termoregulação, metabolismo e 
aspectos do comportamento como ritimicidade circadiana, emoções básicas, ciclo 
sono/vigília, alimentação e resposta ao stress (Vanni-Mercier e cols., 1984; De Lecea e cols., 
1998; Hakansson e cols., 1999; Wagner e cols., 2000; Gerashchenko e cols., 2001; Allard e 
cols., 2007) 
 Portanto, com o objetivo de encontrar moléculas que contribuíam para 
funções especializadas do núcleo hipotalâmico, Gautvik e cols (1996) iniciaram uma análise 
sistemática de RNAs mensageiros cuja expressão estava restrita ou específica ao hipotálamo. 
Utilizando o método de clonagem por subtração, construíram uma biblioteca de cDNA de 
ratos e com isso foram identificados 38 RNAs mensageiros, incluindo alguns que codificavam 
peptídeos hipotalâmicos como ocitocina e pró-ópiomelanocortina (POMC). Analisando estes 
RNAm, confirmou-se a localização de dois clones desta biblioteca de cDNA, dos quais um 
codificava a ocitocina e outro, um peptídeo ainda não caracterizado. Por hibridização 
histoquímica in situ localizou-se a expressão do RNA mensageiro na região posterior lateral 
do hipotálamo e não foi detectado nenhum sinal em outras regiões do cérebro (Gautvik e 
cols., 1996). 
De Lecea e cols. (1998), relataram a identificação de um prepró-peptídeo na 
seqüência de nucleotídeos deste mesmo clone e por meio de estudos de expressão gênica 
constatou-se que este peptídeo continha uma região sinalizadora e sítios de clivagem, 
demonstrando a existência de peptídeos derivados. Devido à localização predominante destes 
peptídeos no hipotálamo e suas seqüências homólogas com outra família de peptídeos 
conhecida como incretina, foram chamados de Hipocretina 1 (Hcrt-1) e Hipocretina 2 (Hcrt-2) 
(De Lecea e cols., 1998). 
Ainda em 1998, outro grupo, usando uma técnica molecular chamada 
farmacologia reversa, com o objetivo de buscar marcadores para a obesidade, descreveram 
dois novos peptídeos intitulados Orexinas (Orexis, do grego apetite), devido ao estímulo da 
ingestão de alimentos quando administrados intracerebroventricularmente. Após análise 
demonstraram que estes peptídeos eram expressos preferencialmente no cérebro e a análise 
imunohistoquímica identificou corpos celulares neuronais no hipotálamo posterior, similar à 
distribuição das hipocretinas (Sakurai e cols., 1998). O peptídeo mais bioativo dos dois, foi 
 nomeado Orexina-A (Orx-A) e o outro Orexina-B (Orx-B). Dois receptores foram 
encontrados para estes dois peptídeos: em um a Orx-A se liga preferencialmente (20 – 100x 
maior afinidade), foi então nomeado Receptor 1 da Orexina (Ox1R) e o outro, Receptor 2 da 
Orexina (Ox2R) no qual se ligavam ambos os peptídeos com afinidade similar (Sakurai e 
cols., 1998). 
Alguns meses após as publicações dos trabalhos dos grupos de Sakurai e De 
Lecea ficou claro que Hipocretina e Orexina eram o mesmo peptídeo e Hipocretina-1 e 
Hipocretina-2 eram equivalentes a Orexina-A e Orexina-B respectivamente. Não houve 
nenhum consenso até o presente momento a respeito da nomenclatura e ainda hoje os dois 
nomes são utilizados em publicações.  
A partir destes estudos, estas moléculas protéicas ficaram caracterizadas 
como neuropeptídeos de ação neurotransmissora no sistema nervoso central (SNC), que se 
ligam a dois receptores nas membranas celulares (receptores de hipocretina 1 e 2) acoplados a 
proteína G, com síntese restrita nas áreas perifornical e lateral do hipotálamo (Baumann & 
Bassetti, 2005). 
Por ser a área lateral do hipotálamo, relacionada também com a regulação 
do consumo alimentar e segundo os estudos iniciais, injeções intracerebroventriculares de 
Hipocretina 1 induzia consumo de alimentos, foi proposto inicialmente que sua função 
fisiológica seria controlar a saciedade. Após diversos estudos esta hipótese foi comprovada 
(Salin-Pascual e cols., 2001), entretanto não revelava a principal função deste sistema no 
Sistema Nervoso Central, a regulação do sono. 
 
 
 1.4. Hipocretinas no ciclo sono/vigília 
O sono é um estado comportamental altamente complexo e a importância do 
sono para a sobrevivência foi enfatizada por estudos demonstrando que a total privação de 
sono em animais resulta em diversas alterações fisiológicas (D'Almeida e cols., 1998; 
Suchecki e cols., 2002), sendo o sono ou o descanso em várias espécies, uma vantagem 
adaptativa. 
Estudos eletrofisiológicos demonstram que o sono normal tem uma 
arquitetura previsível podendo ser dividida em dois estados que se alternam em ciclos de 
aproximadamente noventa minutos em humanos; o sono paradoxal, também conhecido como 
sono REM e sono de ondas lentas, também conhecido como sono não-REM (Pace-Shchott & 
Hobson, 2002). 
O sono REM (paradoxal) é caracterizado por um padrão de ondas 
dessincronizado, com baixa amplitude e alta freqüência registradas no eletroencefalograma, 
padrão semelhante à vigília. No sono paradoxal há uma atividade fásica dos músculos 
oculares, aumento da atividade do sistema nervoso simpático e ausência do tônus muscular, 
exceto dos músculos oculares e dos envolvidos na respiração (Sinton & McCarley, 2000). 
O sono NREM (de ondas lentas) é associado com um ritmo sincronizado no 
eletroencefalograma e pode ser dividido em quatro estágios: I e II (sono leve) e III e IV (sono 
profundo de ondas lentas). Durante o sono de ondas lentas, o tônus muscular é mantido, 
permitindo alterações necessárias na postura (Taheri & Mignot, 2002). 
O sono e a vigília em humanos são regulados por dois processos: um 
circadiano e um homeostático (Dijk & Czeisler, 1994). Atualmente sabe-se que as 
hipocretinas estão envolvidas na regulação fisiológica homeostática do ciclo sono-vigília 
 (Mignot & Nishino, 1997; Faraco e cols., 1999).  
Comprovando isto, Mignot (2002), relata que densas projeções 
hipocretinérgicas estão em contato direto com o locus coeruleus e com grupos de neurônios 
monoaminérgicos. A concentração de hipocretina atinge seus níveis máximos nas horas finais 
da fase ativa do ciclo diário (Dijk & Czeisler, 1994), semelhante aos picos de hipocretina 1 no 
líquido cefalorraquidiano (Fujiki e cols,. 2001), e em estruturas como ponte, hipotálamo 
lateral e área talâmica média de ratos (Taheri e cols., 2000) ativando os centros 
monoaminérgicos, núcleos da formação reticular e núcleo tuberomamilar, o que acarreta alta 
atividade cerebral pela ativação do córtex (Aston-Jones e cols., 1999; Bayer e cols., 2001).  
No NREM, a redução da atividade da hipocretina reduz, por conseqüência, o 
tônus monoaminérgico. No REM, o tônus é reduzido a níveis mínimos acarretando a 
desinibição dos sistemas colinérgicos (Hungs & Mignot, 2001; Taheri & Mignot, 2002) e a 
inibição total dos neurônios do locus coeruleus (noradrenérgicos) e dos núcleos da rafe 
(serotoninérgicos), fato que causa o padrão fisiológico característico do sono REM; como a 
atonia muscular, padrão de ondas do eletroencefalograma semelhante à vigília e ocorrência de 
sonhos o que pode ser interpretado como uma atividade cortical sem a modulação 
noradrenérgica e serotoninérgica (Dijk & von Schantz, 2005; Brown e cols., 2002).  
Portanto, as hipocretinas têm grande efeito sobre a formação reticular e 
conseqüentemente sobre o tônus monoaminérgico e colinérgico durante o ciclo sono/vigília, 
com máxima atividade durante a vigília e mínima durante o sono NREM (Hagan e cols., 
1999; Hungs & Mignot, 2001; Taheri e cols., 2002). 
Quando a hipocretina 1 foi mensurada em ratos privados de sono REM, 
constatou-se um aumento nos níveis desse peptídeo e após rebote de sono, ocorria à 
diminuição dos níveis de hipocretina 1, indicando que o sistema está sendo inibido, 
 demonstrando também sua estreita ligação com estados de sono e vigília (Peyron e cols., 
2000, Estabrooke e cols., 2001; Selbach & Haas, 2006). Além disto, verificou-se que 
manipulações agudas como exercícios, baixa utilização de glicose pelo cérebro, bem como 
vigília forçada, aumentam os níveis hipocretinérgicos (Nishino, 2007). A administração 
intracerebroventricular de hipocretina-1 sintética afeta a pressão sangüínea, secreção de 
hormônios, atividade locomotora e aumenta a vigília ao suprimir o sono REM (Ripley e cols., 
2001; Taylor & Samson, 2003).  
Porém, não somente o sistema hipocretinérgico é o responsável pela 
manutenção da vigília, pois diversos sistemas interagem para controlar este ciclo. A vigília é 
promovida pela ativação do córtex cerebral pelos neurônios hipotalâmicos que secretam 
hipocretina e histamina, por neurônios colinérgicos, noradrenérgicos e serotoninérgicos no 
tronco cerebral e por dopamina (Eriksson e cols., 2001; Saper e cols., 2001; Bubser e cols., 
2005). Cada um destes sistemas é capaz de aumentar a vigília, mas a atividade coordenada em 
todas estas vias é requerida para o alerta completo e a ativação cortical. Os neurônios da área 
pré-óptica do hipotálamo induzem o início e regulam a manutenção do sono de ondas lentas 
(estágios 3 e 4 do sono NREM) e do sono REM por meio da neurotransmissão gabaérgica 
(Szymusiak e cols., 2001). As inibições mútuas entre estes sistemas, ativadores da vigília e 
indutor do sono geram a alternância destes estados comportamentais. Neurônios 
hipocretinérgicos determinam o limiar para a transição entre os estados de sono e vigília, 
prevenindo estados intermediários e transições inapropriadas entre os mesmos (Sakurai, 2005; 
Selbach & Haas, 2006). 
Além disto, a adenosina tem sido proposta como um fator de pressão 
homeostática do sono, que se acumula no cérebro durante a vigília e a atividade motora 
(Huston e cols., 1996). Neurônios hipocretinérgicos expressam receptores de adenosina e, 
evidenciado pela imunoreatividade à proteína fos, são sensíveis a doses de antagonistas da 
 adenosina, promotores da vigília (Murphy e cols., 2003) sugerindo que neurônios 
hipocretinérgicos transmitem influências homeostáticas aos sistemas de controle dos estados 
comportamentais e da transição do ciclo sono-vigília.  
Além de sua função primordial no controle do sono e da vigília, por suas 
inervações (Sherin e cols., 1996), as hipocretinas realizam múltiplas funções incluindo 
regulação energética, regulação neuroendócrina, gastrointestinal, controle do sistema 
cardiovascular, regulação do balanço hídrico e modulação da dor. Corpos celulares 
responsáveis pela síntese hipocretinérgica estão localizados na porção tuberal do hipotálamo, 
também chamado de centro da alimentação. A observação de que a Hipocretina-1 aumenta a 
taxa metabólica e a demonstração de que hipoglicemia induzida pela insulina ativa um terço 
dos neurônios que contém hipocretina leva a crer que as hipocretinas são mediadores ligando 
funções da adrenal com a homeostase energética (Nishino e cols., 2001; Samson e cols., 
2005). 
Os efeitos neuroendócrinos da liberação de hipocretina incluem diminuição 
da prolactina plasmática e hormônio do crescimento e um aumento dos níveis de 
corticotropina, cortisol, insulina, hormônio luteinizante e hormônio tiróide estimulante (Date e 
cols., 1999; Ferguson & Samson, 2003). Administração intracerebroventricular de 
hipocretinas aumenta o consumo de água, estimula a secreção gástrica, aumenta a motilidade 
intestinal, a temperatura corpórea, aumenta a pressão arterial e a taxa cardíaca (Yamanaka e 
cols., 1999; Yoshimichi e cols., 2001).  
1.5. Insônia 
Insônia é uma das desordens de sono mais comuns e freqüentemente está 
associada com comorbidades físicas, psicológicas e sociais. A insônia pode ser definida como 
 uma queixa subjetiva de deterioração na duração, na profundidade ou na qualidade do sono. É 
caracterizada por um ou mais dos seguintes problemas: dificuldade em adormecer, dificuldade 
na manutenção do sono, despertar muito cedo, e sono não reparador (Attele e cols., 2000). 
Resulta no sentimento de cansaço, na falta de energia, na dificuldade em se concentrar e 
irritabilidade durante o dia. 
Acredita-se que de 10 a 15% da população americana sofra de insônia 
crônica (Doghramji, 2006) e 25 a 35% têm insônia ocasional, mas a prevalência estimada 
varia devido à variedade dos critérios de diagnósticos (Leger e cols., 2000; Roth & Roehrs, 
2003). Já no Brasil, dois estudos realizados demonstram que a insônia atinge 
aproximadamente 30% da população adulta (Marchi e cols., 2000, Pires e cols., 2007). Em 
contraste com a perda ocasional de uma noite de sono, experimentado pela maioria das 
pessoas, a insônia pode ser um problema persistente e recorrente com sérias complicações 
incluindo ansiedade, depressão e várias queixas físicas (Mendelson 1995; Kales e cols., 
1984). Quando a insônia é persistente, de longa duração e severa, ela afeta profundamente a 
vida do paciente. Insones mostram um nível maior de distração (Leigh, 1991) e baixa 
performance no trabalho. 
A insônia pode ser classificada etiológicamente nos sub-tipos primária e 
secundária. O termo “primária” indica que a insônia não é causada por nenhuma condição 
física ou mental conhecida, mas é caracterizada por um conjunto de sintomas consistentes, um 
curso definido da doença e uma resposta ao tratamento (Harvey, 2001). A insônia secundária, 
em contraste, tem sido definida, historicamente como uma insônia resultante de outras 
condições patológicas, do uso de medicamento, ou outras doenças de sono (Ancoli-Isreal, 
2000).  
A insônia pode ser vista tanto como um sintoma e como uma síndrome. 
 Como um sintoma, a insônia pode se desenvolver secundariamente a partir de um 
desencadeante físico, psiquiátrico ou ambiental. Nestes casos, o gerenciamento da insônia 
depende da acurácia do diagnostico e do tratamento. Em outros casos, a insônia é uma doença 
primária requerendo tratamento direto (Eddy & Walbroehl, 1999). E embora a insônia possa 
ser uma condição primária e co-existir com outras doenças ou ser considerada uma causa 
secundária, os mecanismos que a produz não estão claramente definidos. 
Embora, todas as definições de insônia dependam da presença de sintomas, 
um diagnóstico definido padrão não existe. O DSM-IV (do inglês: Diagnostic and Statistical 
Manual of Mental Disorders) da associação psiquiátrica americana define a insônia como uma 
queixa a respeito da quantidade e da qualidade, ou do tempo de sono de pelo menos três vezes 
por semana por pelo menos um mês.  Estudos definem insônia como uma latência de sono 
maior que 30 minutos, eficiência do sono menor que 85%, ou distúrbio de sono mais que três 
vezes por semana (Lacks & Morin, 1992). O critério de diagnóstico da insônia primária é 
baseado no relato subjetivo dos padrões de sono do paciente incluindo queixas de sono não 
reparador, tão bem como dificuldades com o início ou manutenção do sono. A severidade dos 
sintomas devem ser suficiente para resultar em sofrimento emocional significativo. A 
desordem é crônica, por definição, quando dura pelo menos um mês (Eddy & Walbroehl, 
1999). 
A maioria dos casos de insônia desenvolve-se, inicialmente, em resposta a 
um estresse físico ou psicológico. A utilidade da avaliação polissonográfica, nos casos de 
insônia primária, já foi questionada devido ao seu custo (Lichstein & Riedel, 1994), no 
entanto, a avaliação polissonográfica deve ser considerada quando se suspeita de outras 
doenças relacionadas ou quando não há sucesso nos tratamentos utilizados. 
A classificação internacional de doenças do sono (2001) classifica insônia 
 como uma dissonia, que inclui dificuldades para iniciar ou manter o sono (insônia) e 
sonolência excessiva diurna (hipersonia) (American Academy of Sleep Medicine, 2001).  
Em alguns casos a insônia está relacionada a outras causas. Com o avanço 
da idade, os estágios 3 e 4 do sono ficam reduzidos e o estágio 1 aumenta em comparação a 
indivíduos jovens, resultando em um sono menos restaurador, bem como o aumento dos 
despertares noturnos (Morin e cols., 1999). Queixas de sono são então mais comuns em 
pessoas idosas (Simon & VonKorff, 1997). 
 Pode ser difícil distinguir queixas de insônia primária e queixas associadas 
a desordens psiquiátricas. Insônia é freqüentemente associada a sintomas de ansiedade, 
depressão ou síndrome do pânico. Um estudo mostrou que aproximadamente 40% dos 
pacientes apresentados a especialistas do sono têm uma desordem psiquiátrica (Buysee e 
cols., 1994).  
A abordagem para as queixas de sono começa com um meticuloso 
levantamento do histórico do sono e o histórico familiar pode ser útil, pois mais de 30 % dos 
insones terão histórico familiar positivo para doença de sono, especialmente entre parentes de 
primeiro grau do gênero feminino (Bastien & Morin, 2000). O histórico de sono deve incluir 
avaliação de desordens psiquiátricas, uso de medicamentos e sintomas associados que podem 
co-existir com a inabilidade para dormir.  
A insônia com duração de apenas poucos dias é freqüentemente um 
resultado de estresse agudo ou passageiro e está usualmente relacionado com um fenômeno 
normal. Insônia com duração maior que poucas semanas, no entanto, é considerada 
significativa. De acordo com a classificação internacional de doenças do sono, a insônia que 
persiste por mais de quatro semanas é relacionada como uma insônia significante. As causas 
da insônia incluem doenças psiquiátricas, problemas físicos tais como falhas cardio-
 pulmonares, dores crônicas, uso de drogas, alimentos estimulantes e um ciclo sono-vigília 
irregular (Buysee e cols., 1994). 
Uma forte base genética do sono normal tem sido demonstrada em humanos 
e animais. Investigações sobre a herança de características do sono, em animais, são feitas 
desde o início dos anos 70 pelo cruzamento de linhagens de camundongos. Os vários loci 
envolvidos na regulação do sono, também, vêm sendo mapeados (Valatx e cols., 1972; Valatx 
& Buget, 1974; Dunlap, 1999; Schibler & Tafti, 1999; Gottlieb e cols., 2007; Miyazaki e 
cols., 2007).  
Estudos em humanos gêmeos normais indicaram que a quantidade de sono 
de ondas lentas é fortemente influenciada por fatores genéticos e estima-se terem uma 
herdabilidade média de 50%, sendo maior que a herdabilidade da maioria das características 
humanas (Linkowsky e cols., 1989). Por exemplo, maior similaridade foi encontrada no 
padrão de sono (período de sono e hábitos relacionados ao inicio do sono) de gêmeos 
monozigóticos que entre gêmeos dizigóticos (Gedda & Brenci, 1979; Heath e cols., 1990; 
Ingre & Akerstedt, 2004; Gregory e cols., 2006) Correlações positivas também foram 
relatadas para latência do sono e número e duração de despertares entre gêmeos idênticos 
(Webb & Campbell, 1983; Watson e cols., 2004; Nes e cols., 2005).   
A relação de fatores genéticos para padrões do sono e doenças relacionadas 
com o sono vem nos últimos anos recebendo grande atenção de pesquisadores de todo o 
mundo. Uma forte ligação hereditária foi relatada para várias doenças como a narcolepsia 
(Honda e cols., 1986; Parkes & Lock, 1989), terror noturno, sonambulismo (Kales e cols., 
1980), síndrome das pernas inquietas (Montagna e cols., 1983) e insônia familiar fatal 
(Lugaresi e cols., 1986). No entanto, poucos estudos estão focados no aspecto familiar da 
insônia (Lugaresi e cols., 1986; Montagna e cols., 1998). 
 Hauri e Olmstead (1980) mostraram que 55% de seus pacientes, cuja 
insônia teve início na infância, poderiam identificar pelo menos um membro da família com 
dificuldades no sono, comparado com 39% de pacientes cujo início da insônia ocorreu na fase 
adulta. Outro estudo de insônia entre pacientes com doenças psiquiátricas revelou que 42% 
dos indivíduos possuíam uma história familiar positiva de insônia (Dashevsky & Kramer, 
1998).  
Bastien e cols. (2000) mostraram que mais de um terço de indivíduos com 
queixa de insônia têm uma história familiar positiva de distúrbios do sono. Não 
surpreendentemente, insônia é o problema de sono mais comum identificado entre os 
membros da mesma família. Existe uma taxa maior relativa aos parentes de primeiro grau do 
sexo feminino, do que aos parentes masculinos. 
Um estudo hipotetiza um possível envolvimento de um polimorfismo no 
gene CLOCK com a insônia, pois se notou um aumento na queixa deste distúrbio em 
indivíduos homozigotos para a variante C do polimorfismo 3111T/C (Serretti e cols., 2003) 
Embora se encontrem poucos trabalhos sobre a genética da insônia, 
podemos perceber que existem genes que devem estar envolvidos com doenças relacionadas 
ao sono e com a insônia, e que mutações ou polimorfismos nestes genes podem gerar ou 
predispor a um distúrbio do sono. Se considerarmos os fatores genéticos relacionados à 
insônia, podemos notar que um histórico familiar positivo pode aumentar a vulnerabilidade 
para o desenvolvimento da insônia. Entretanto, somente a presença de um histórico familiar 
positivo não garante que um indivíduo desenvolva insônia. Muitos outros fatores podem ser 
preditivos para a insônia (Kales & Kales, 1984; Morin 1993). A presença de fatores de risco 
pode aumentar a vulnerabilidade de um indivíduo, especialmente quando este é exposto a 
eventos estressantes ou outros relacionados à insônia. Assim, podemos considerar a insônia 
 como sendo um distúrbio multifatorial.  
1.6. Insônia e Hipocretina 
Estudos recentes em peixes-zebra (Danio rerio) constataram que a 
superexpressão da hipocretina promove e consolida a vigília, inibindo o período de sono, 
efeito semelhante ao encontrado nos episódios de insônia (Prober e cols., 2006). Segundo 
Perlis e cols (2005) a insônia é uma desordem de "hiperalerta" em que o paciente tem um 
nível de alerta incompatível com a iniciação ou manutenção do sono (Perlis e cols, 2005).  
Desde que alterações no alerta são inerentes a distúrbios do sono, é razoável 
inferir que modificações na neurotransmissão da região lateral do hipotálamo, também 
considerado o centro da vigília, seja o possível responsável pela insônia e potencializado pelo 
estresse (Feng e cols.,2007). 
Dentre os modelos que se propõe a explicar a etiologia da insônia primária 
existem duas correntes. A primeira é o modelo cognitivo de Harvey (2002), em que 
preocupações relacionadas com o sono e ruminação de pensamentos além de predispor, 
podem causar e perpetuar a insônia causando alerta (Harvey, 2002). Já o modelo 
neurocognitivo proposto por Perlis e cols. (2005) afirma que a insônia crônica seria uma 
desordem reversível do sistema nervoso central associado, em parte, com fatores 
comportamentais e que ocorre em parte como um resultado de um condicionamento clássico. 
(Perlis e cols, 2005). 
Na insônia, a perda de sono é menos pronunciada que o esperado diante da 
queixa dos pacientes e é inferior ao observado em outros distúrbios do sono, como narcolepsia 
e apnéia. Entretanto, fadiga é quase sempre presente em pacientes insones, já a sonolência 
diurna excessiva, um dos marcadores principais para períodos de sono insuficiente, não se faz 
 tão presente. A despeito desta ausência de sonolência diurna excessiva significante, a insônia 
pode causar impactos no bem-estar psicológico e na qualidade de vida. De fato, a insônia é 
quase sempre associada à fadiga e distúrbios de humor, como irritabilidade e disforia. Estudos 
longitudinais têm sugerido que a insônia não tratada pode representar um risco para o 
desenvolvimento de depressão maior (Ford & Kamerow, 1989). 
A regulação do sono pode ser ligada à regulação do estresse, pois animais 
expostos a estresse crônico, demonstram um aumento no tempo total em vigília e redução do 
tempo total de sono, indicando que estes indivíduos têm dificuldade de iniciar o sono e/ou 
dificuldade de manter o sono, ou seja, permanecem hiperalertas. Em estudos moleculares, 
estes mesmos indivíduos têm um hiperfuncionamento do sistema hipocretinérgico, incluindo 
níveis aumentados de hipocretina 1 e seus receptores em diferentes regiões cerebrais (Feng e 
cols., 2007). Injeções bilaterais de hipocretina 2 na substância negra ou área tegmental ventral 
produzem sintomas clássicos da insônia como aumento do tempo em vigília. (Gerashchenko e 
cols., 2006) 
Qualquer anormalidade que desestabilize o sono noturno, leva a um 
aumento nos despertares diretamente, via efeitos excitatórios em neurônios localizados em 
estruturas do cérebro envolvidas na regulação do sono. Acredita-se que tempo reduzido de 
sono e aumento de despertares noturnos estão relacionados a um aumento dos níveis de 
hipocretina circulante durante a noite (Rayner, 2003; Rabat e cols., 2005). Estes fatos sugerem 
que a regulação da vigília é uma importante característica da resposta ao estresse e que 
estresses agudos ou crônicos têm efeitos semelhantes na regulação do sono (Rabat e cols., 
2005).  
Devido ao grande envolvimento das hipocretinas na regulação do sono, 
polimorfismos nos genes deste sistema são sítios po
 individuais na expressão do fenótipo de sono e para identificação de fatores genéticos 
associados a distúrbios de sono, como a insônia, hipótese proposta neste estudo.  
Em bancos de dados públicos (PubMed: 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez) foram encontrados diversos polimorfismos nos 
genes dos receptores de Hipocretina (HcrtR1 e HcrtR2), dentre estes, dois possuem 
freqüências alélicas altas (Lin e cols., 1999) em diversas populações (HapMap: 
http://www.hapmap.org), que acarretam mudança de aminoácidos sendo, portanto 
possivelmente informativas em relação a fenótipos associados. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 2. OBJETIVOS 
Buscar associações entre polimorfismos de um nucleotídeo (Single 
Nucleotide Polimorphism - SNP) no gene do receptor 1 de hipocretina (HcrtR1) e no gene do 
receptor 2 de hipocretina (HcrtR2) e a insônia. 
Verificar a freqüência destes dois polimorfismos em indivíduos sadios e 
insones residentes na cidade de São Paulo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 3. MATERIAIS E MÉTODOS 
Os experimentos foram realizados no laboratório de Biologia Molecular do 
Departamento de Psicobiologia da Universidade Federal de São Paulo - Escola Paulista de  
Medicina. 
3.1. Sujeitos 
Trezentos indivíduos foram previamente selecionados e destes, cento e 
cinqüenta e sete indivíduos participaram do estudo, de acordo com os critérios de inclusão e 
exclusão, diferenciados em um grupo controle composto por 74 (setenta e quatro) indivíduos 
sadios e um grupo experimental composto por 83 (oitenta e três) indivíduos insones. 
Todos os indivíduos foram submetidos a polissonografia noturna basal e em 
ambos os grupos, realizou-se uma coleta de sangue por punção venosa (tubo BDVacutainer 
K3 EDTA - Becton, Dickinson and Company, EUA) no antebraço a fim de se extrair o DNA 
genômico dos linfócitos, utilizando metodologia descrita por Miller (Miller, 1988). 
Todos os participantes receberam explicação detalhada sobre os 
procedimentos do estudo e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Este 
protocolo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Federal de São 
Paulo CEP nº 0484/04. 
3.1.1. Grupo controle 
O grupo controle (n= 74) foi composto por indivíduos sadios com idade 
média 35 ± 11; IMC 24,09 ± 4,10; 54% do gênero feminino; 67% caucasianos. Os indivíduos 
do grupo controle foram recrutados com o auxílio de correio eletrônico institucional.   
 3.1.1.1. Critérios de exclusão do grupo controle. 
Foram excluídos indivíduos que possuíam quaisquer alterações conhecidas 
em seu sono, confirmada em polissonografia basal, que utilizavam medicamentos capazes de 
alterar (induzir ou reduzir) o estado fisiológico do sono e sem histórico médico saudável. Não 
foram incluídos indivíduos que possuíam grau de parentesco com outro voluntário do estudo. 
3.1.2. Grupo experimental insone 
O grupo experimental (n= 83) foi composto por indivíduos insones com 
idade média 52 ± 13 anos; IMC 24,17 ± 5,06; 67% do gênero feminino; 68% caucasianos. Os 
indivíduos do grupo insone foram avaliados e diagnosticados por uma equipe médica do 
ambulatório de insônia do departamento de Psicobiologia da UNIFESP, a fim de preencher os 
critérios necessários para insônia primária (American Psychiatric Association, 2000) segundo 
a Classificação Internacional dos Distúrbios do Sono (American Academy of Sleep Medicine, 
2001). 
3.1.2.1. Critérios de exclusão do grupo experimental insone 
Foram excluídos os pacientes nos quais a insônia ou a fragmentação do sono 
fosse devido a outros distúrbios do sono como apnéia do sono, narcolepsia, distúrbio 
comportamental do sono REM, movimento periódico de membros, bruxismo ou sem histórico 
médico saudável. Neste grupo também não foram incluídos indivíduos que possuíam grau de 
parentesco com outro voluntário do estudo. 
3.2. Avaliação dos parâmetros do sono 
Os parâmetros fisiológicos básicos utilizados para definir os estágios do 
 sono: o eletroencefalograma (EEG), o eletroculograma (EOG), o eletromiograma (EMG) 
realizado no mento, eletrocardiograma (ECG) e funções respiratórias, registrados 
concomitantemente (Silva, 1996). Os voluntários do grupo controle foram submetidos a duas 
noites de polissonografia basal, sendo a primeira considerada adaptação e a segunda noite 
usada como parâmetro de comparação. Os pacientes insones foram submetidos somente a 
uma noite de polissonografia basal para a confirmação de sua queixa de insônia e obtenção 
dos parâmetros do sono. Os indivíduos do sexo feminino tiveram seu sono avaliado sempre 
durante a fase lútea do ciclo menstrual.  
Os indivíduos foram orientados a não dormir durante o dia, exceto quando o 
sono diurno é costumeiro; manter a medicação e alimentação habitual em conteúdo e horário, 
exceto produtos contendo álcool no dia do exame. O registro do sono é realizado no horário 
habitual do sono, em quarto confortável com cama, iluminação e silêncio adequados. 
Foram utilizados os sistemas Sonolab® (Sonolab Inc., RE) e Embla® 
(Embla Systems, EUA) para o registro do sono noturno, com pelo menos os seguintes canais: 
dois para eletroencefalograma; dois para eletroculograma; um para eletromiograma de mento 
e dois para EMG de tíbias; um para eletrocardiograma; um para o fluxo de ar; uma cinta 
torácica e uma abdominal para o estudo das incursões respiratórias; um microfone para o 
estudo do ronco e um sensor para o registro da posição corporal.  
O EEG é registrado em derivações padronizadas, sendo um dos eletrodos 
posicionado sobre a área rolândica esquerda (C3) e o outro sobre a direita (C4). Utiliza-se 
como referência, respectivamente, um eletrodo sobre a região mastóidea direita A2 (C3/A2) e 
esquerda A1 (C4/A1), segundo o "sistema 10 - 20" (Jasper, 1958). A colocação dos demais 
eletrodos e sensores para registro do polissonograma segue a padronização de Rechtschaffen 
& Kales (1968): Os eletrodos para EOG posicionados a um centímetro lateralmente aos 
 cantos externos das pálpebras, um deles um centímetro acima e o outro um centímetro abaixo 
da linha horizontal, tendo como referência o eletrodo A1. O EMG de mento, registrado por 
um par de eletrodos, um colocado sobre o mento e outro sobre a região inframentoniana. O 
EMG de perna, registrado por dois eletrodos, um colocado na região do músculo tibial 
anterior do membro inferior esquerdo e outro, correspondente, no membro inferior do direito. 
O ECG, registrado por dois eletrodos em posições simétricas, paraesternais, na altura do 
segundo espaço intercostal. O fluxo de ar nasal, monitorado por sensor colocado sob os 
orifícios das narinas (Oxford Instruments Inc.) e o posicionamento corporal informado por 
sensor específico colocado sobre o osso externo.  
3.3. Interpretação do registro de sono 
Após realização de polissonografia basal os seguintes aspectos da 
polissonografia noturna foram analisados: tempo total de sono, eficiência do sono (como 
porcentagem do tempo total de sono, descrito em seguida), latência para o início do sono 
(após três épocas consecutivas de qualquer estágio do sono), latência para o sono REM 
(tempo decorrido entre o primeiro evento de sono até a ocorrência do primeiro evento de sono 
REM), despertares breves, índice de despertares breves (despertares breves/tempo total de 
sono), minutos em vigília (como porcentagem do tempo total de sono), tempo decorrido nos 
estágios 1, 2, 3 e 4 do sono NREM, tempo decorrido em sono REM, presença ou ausência de 
ronco, apnéia, movimento periódico de membros ou qualquer patologia constatada na 
polissonografia. 
Os episódios de sono foram estagiados em épocas de trinta segundos de 
acordo com o critério de Rechtschaffen & Kales (Rechtschaffen & Kales, 1968) que definiu 
os estágios do sono como se segue: 
 Vigília ou estágio 0: O traçado do EEG se caracteriza por ondas rápidas, de 
baixa amplitude que indicam alto grau de atividade dos neurônios corticais, em especial dos 
órgãos sensitivos. O padrão do sono é dessincronizado e há um predomínio das ondas beta, 
cuja freqüência é maior do que 13 ciclos por segundo (cps). Observam-se ainda rápidos 
movimentos oculares aleatórios, pestanejamento e tônus muscular acentuado. Quando os 
olhos são fechados, observam-se variados graus de atividade alfa (8 - 13 cps) um 
grafoelemento que corresponde ao estado de vigília em relaxamento.  
Estágio 1 (4 a 5% do sono total): Transição entre o estado de vigília e o 
sono. As ondas alfa vão sendo substituídas por ondas de baixa voltagem com freqüência teta 
(4 a 8 cps). Observam-se surtos de ondas de alta voltagem (50 a 75 uV) e freqüência de 2 a 7 
cps nas porções finais deste estágio e ondas agudas do vértice. Os olhos apresentam lentos 
movimentos, cessados os movimentos da vigília, o EMG registra redução no tônus muscular.  
Estágio 2 (45 a 55% do sono total): Ocorre à sincronização da atividade 
elétrica cerebral, que reflete a diminuição no grau da atividade dos neurônios corticais. Este 
estágio caracteriza-se pela presença de fusos de sono (ondas sigma de alta amplitude e 
freqüência de 12 a 14 cps) e complexos K, que são ondas de alta amplitude, duração maior 
que 0,5 segundos, com uma fase negativa aguda e uma fase positiva mais lenta. A freqüência 
de base é mista, predominando um ritmo teta e podem ser observadas ondas delta (freqüência 
menor que 4 cps, amplitude de 75 uV e duração de 0,5 segundos) em até 20% do traçado. 
Movimentos oculares lentos ainda podem ser observados e o tônus muscular é reduzido. 
Estágio 3 (4 a 6% do sono total): Geralmente encontra-se combinado ao 
estágio 4, com o qual determina o chamado sono profundo ou de ondas lentas. Ondas delta de 
alta amplitude e baixa freqüência (2 cps, 75 uV) constituem 20 a 50% do traçado. Os 
movimentos oculares são raros e o tônus muscular vai, progressivamente, diminuindo.  
 Estágio 4 (12 a 15% do sono total): As ondas delta de alta amplitude e baixa 
freqüência correspondem a mais de 50 % do traçado. O indivíduo se mantém praticamente 
imóvel, estando o tônus músculo-esquelético bastante reduzido.  
Sono REM (20 a 25% do sono total): Também chamado de sono 
dessincronizado, pois o EEG apresenta ondas de baixa amplitude e freqüência mista 2 a 7 cps 
que se assemelham às encontradas no estágio 1, bem como ondas em dente de serra na região 
frontal e no vértice. Também é chamado de sono paradoxal, pois neste estágio observa-se 
elevada atividade do SNC, apesar do indivíduo estar em sono profundo, em máxima hipotonia 
da musculatura esquelética. Os olhos apresentam rápidos movimentos rítmicos característicos, 
havendo intensa atividade do sistema visual.  
Tempo total de sono (TTS): corresponde ao tempo decorrido entre o início 
do sono até a sua interrupção final, excluindo-se os despertares breves.  
Latência do sono: definida como o tempo decorrido entre o início do exame 
e o início e manutenção de pelo menos três épocas seguidas (correspondentes há um minuto e 
trinta segundos) do primeiro estágio 2 do sono não REM.  
Latência REM: definida como o tempo decorrido entre o início do sono e o 
início do primeiro estágio do sono REM.  
Despertares breves: correspondem a superficializações do sono, com 
duração máxima de 10 segundos, associadas a aumento de freqüência do EMG do mento. São 
contados em números absolutos durante o tempo total de sono.  
Eficiência do sono: corresponde ao índice do tempo total de sono por tempo 
total de registro, expresso em porcentagem.  
 3.4. Genotipagem do receptor 1 da hipocretina  
Tendo como base a seqüência NM 001525 depositada no Genbank 
(National Center for Biotechnology Information, U.S. National Library of Medicine, 
Bethesda, EUA), foi planejado o seguinte par de primers amplificar o fragmento de 280 pb 
contendo o polimorfismo G1222A (rs2271933): HcrtR1F: 5´-
ATTCCGGGAGCAGTTTAAGG-3´, HcrtR1R: 5´-GATGAAGCCACAGCCTTTC-3´. 
O DNA genômico extraído das células brancas foi amplificado por PCR (do 
inglês: Polymerase Chain Reaction) em um termociclador (DNA Engine PTC-200, BioRad 
Laboratories, México) com o volume final de 25µl, contendo 100µg de DNA genômico, 2 
mM de solução de dNTPs (Desoxirribonucleotídeos Fosfatados) e 10 pM de primers. 
Seguindo o ciclo: 95ºC por 2 minutos; 95ºC por 30 segundos; 58.3ºC por 30 segundos, 72ºC 
por 30 segundos e 72ºC por 5 minutos, ciclo este repetido por 29 vezes. 
O fragmento resultante da PCR foi submetido à digestão enzimática sendo 
incubado com a enzima de restrição BccI (Bacteroides caccae - New England Biolabs, Inc. 
EUA) à 37ºC por 3 horas segundo procedimento usado na técnica de RFLP (do inglês: 
Restriction Fragment Lenght Polymorphism). Este produto foi submetido à migração 
eletroforética em gel de agarose 2% (Sigma-Aldrich Corp, USA), corado com 0,01% de 
solução de brometo de etídio (Invitrogen, USA) e visualizado com o leitor de UV Kodak 
ImageMaster® (Pharmacia Biotech, USA).  
3.5. Genotipagem do receptor 2 da hipocretina  
Tendo como base a seqüência NM 001526 depositada no Genbank  
(National Center for Biotechnology Information, U.S. National Library of Medicine, 
Bethesda, EUA), foi planejado o seguinte par de primers para amplificar a região de 330 pb 
 contendo o polimorfismo G922A (rs2653349): HcrtR2F: 5´-
AGAGAAAATGGAAGCCCCTG-3´, HcrtR2R: 5´-AGTCATCTGGCCTGACAAGG-3´.  
O DNA foi amplificado por PCR em um termociclador (DNA Engine PTC-
200, BioRad Laboratories, México) com o volume final de 25µl, contendo 100µg de DNA 
genômico, 2 mM de solução de dNTPs e 10 pM de primers (oligonucleotídeos). Seguindo o 
ciclo: 95ºC por 2 minutos; 95ºC por 30 segundos; 58.3ºC por 30 segundos, 72ºC por 30 
segundos e 72ºC por 5 minutos, ciclo este repetido por 29 vezes. 
O fragmento resultante da PCR foi submetido à digestão enzimática sendo 
incubado com a enzima de restrição BccI (Bacteroides caccae - New England Biolabs, Inc. 
EUA) à 37ºC por 3 horas segundo procedimento usado na técnica de RFLP. Este produto foi 
submetido à migração eletroforética em gel de agarose 2% (Sigma-Aldrich Corp, USA), 
corado com 0,01% de solução de brometo de etídio (Invitrogen, USA) e visualizado com o 
leitor de UV Kodak ImageMaster® (Pharmacia Biotech, USA).  
3.6. Análise estatística 
As freqüências genotípicas entre os grupos foram acompanhadas de acordo 
com o esperado para o equilíbrio de Hardy-Weinberg usando a análise do χ2. Valores de p 
menores que 0,05 foram considerados estatisticamente significantes.  
Os parâmetros polissonográficos foram examinados quanto à distribuição 
normal (Kolmogorov-Smirnov). Os dados que apresentaram distribuição normal foram 
comparados pelo teste t de Student. O teste "U" de Mann-Whitney foi utilizado para localizar 
as diferenças entre os grupos nos parâmetros em que não houve distribuição gaussiana. Neste 
caso, o nível de significância adotado foi de 0,01. O programa estatístico Statistica 6.1 
(StatSoft, Inc.) foi usado para todas as análises. 
 4. RESULTADOS 
4.1. Registros polissonográficos 
Os seguintes parâmetros polissonográficos foram analisados: tempo total de 
sono, tempo decorrido em sono REM, tempo decorrido nos estágios 1, 2, 3 e 4 do sono 
NREM, latência para o início do sono, latência para o sono REM,  minutos em vigília, 
número absoluto de despertares breves, índice de despertares breves (número de despertares 
breves/tempo total de sono), eficiência do sono, como descrito em métodos. O resultado é 
mostrado na tabela 1 para os grupos controle e insone. 
Tabela 1: Parâmetros de sono medidos nos grupos controle e insone. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabela 1: LSono: Latência para o início do sono (em minutos); LREM: Latência para o 
início do sono REM (em minutos); TTS: tempo total de sono (em horas); Eficiência: 
percentual do tempo em sono ao longo da noite; Est 1, 2, 3 e 4: percentual do tempo 
decorrido em cada estágio do sono de ondas lentas; REM: percentual do tempo decorrido em 
sono paradoxal; M 0: tempo decorrido em vigília; DB: Despertares Breves ocorridos ao 
longo da noite (em números absolutos); IDB: Índice de Despertares Breves (Despertares 
Breves/Tempo Total de Sono). Valores expressos como média ± erro padrão para os testes 
“t” e Mann-Whitney (). * p< 0,05. 
Parâmetros do Sono Grupo  Controle (n=74) Grupo Insone (n=83) 
L Sono (min) 10,22 ± 0,99 49,53 ± 2,32 * 
L REM (min) 82,44 ± 3,83 150,09 ± 7,41 * 
TTS (h) 6,34 ± 0,08 4,91 ± 0,10 * 
Eficiência (%) 92,10 ± 0,40 72,92 ± 0,98 * 
Est 1 (%) 2,47 ± 0,14 7,34 ± 0,50 * 
Est 2 (%) 57,83 ± 0,58 61,31 ± 1,13 * 
Est 3 + 4 (%) 19,28 ± 0,63 16,42 ± 0,85 * 
REM (%) 20,36 ± 0,63 14,93 ± 0,89 * 
M 0 26,89 ± 1,62 109,19 ± 4,63 * 
DB 59,15 ± 2,74 82,07 ± 5,08 * 
IDB 9,31 ± 0,41 16,48 ± 0,91 * 
 Os parâmetros do sono observados no grupo controle (Tabela 1), estão de 
acordo com o esperado para uma amostra de indivíduos saudáveis, sem distúrbios do sono. Os 
parâmetros de sono observados no grupo experimental insone (Tabela 1) corroboram com os 
dados descritos na literatura (LeBlanca e cols., 2007), no qual confirmamos a existência de 
uma redução no tempo total de sono, aumento da latência para o início do episódio de sono e 
sono REM, relativo aos parâmetros mensurados nos indivíduos do grupo controle. Há também 
um aumento no tempo permanecido em vigília após o início do sono, bem como o índice de 
despertares, demonstrando que estes indivíduos têm dificuldade em iniciar o sono, ou reiniciar 
o sono após um despertar durante a noite, comprometendo a eficiência de seu sono (72.92 ± 
0.98%; p <0.01). As diferenças estatisticamente significantes encontradas entre o grupo 
controle e o grupo experimental insone e a ausência de qualquer outro distúrbio do sono, 
demonstram que estes indivíduos foram corretamente diagnosticados. 
Analisamos também, os indivíduos do sexo masculino e feminino, 
separadamente, a fim de localizar diferenças gênero-dependentes (Tabela 2). Desta forma, foi 
possível observar que indivíduos do gênero feminino possuem um aumento da latência para 
iniciar o sono, bem como para iniciar o primeiro evento de sono REM. Ao realizar a 
comparação entre indivíduos controle e insone, a diferença se torna muito mais pronunciada e 
estatisticamente significante. Com o aumento das latências, pôde-se também observar uma 
redução no tempo total de sono e a redução de sua eficiência; o tempo permanecido em vigília 
durante o episódio de sono é superior em indivíduos insones, representando uma grande 
fragmentação do sono destes indivíduos. 
 
 
 
 Tabela 2: Parâmetros de sono medidos nos grupos controle e insone. 
 
Tabela 2: LSono: Latência para o início do sono (em minutos); LREM: Latência para o início do sono 
REM (em minutos); TTS: tempo total de sono (em horas); Eficiência: percentual do tempo em sono ao 
longo da noite; Est 1, 2, 3 e 4: percentual do tempo decorrido em cada estágio do sono de ondas lentas; 
REM: percentual do tempo decorrido em sono paradoxal; M 0: tempo decorrido em vigília; DB: 
Despertares Breves ocorridos ao longo da noite (em números absolutos); IDB: Índice de Despertares 
Breves (Despertares Breves/Tempo Total de Sono). Valores expressos como média ± erro padrão para o 
teste “t” e para Mann-Whitney (). * p< 0,05. 
 
4.2. Genotipagem dos polimorfismos nos receptores 1 e 2 de hipocretina 
Após o PCR seguido de RFLP (como descrito em métodos), as amostras 
foram submetidas à migração eletroforética em gel de agarose 2%, apresentando o padrão de 
bandas representativo de cada alelo para cada receptor. Para o polimorfismo G1222A do gene 
do receptor 1 ver figura 1 e para o polimorfismo G922A do receptor 2 ver figura 2. As 
freqüências para ambos receptores, nos grupos controle e insone, estão em equilíbrio de 
Hardy-Weinberg. 
 Masculino Feminino 
Parâmetros do Controle Insone (n=32) Controle Insone (n=51) 
L Sono (min) 9,19 ± 1,35 49,99 ± 3,67 * 11,19 ± 1,43 49,23 ± 3,00 * 
L REM (min) 79,57 ± 6,11 120,37 ± 7,06 * 85,15 ± 4,74 168,15 ± 10,37 * 
TTS (h) 6,29 ± 0,11 5,10 ± 0,14 * 6,37 ± 0,12 4,79 ± 0,13 * 
Eficiência (%) 92,75 ± 0,57 73,15 ± 1,43 * 91,48 ± 0,56 72,77 ± 1,33 * 
Est 1 (%) 2,70 ± 0,21 6,84 ± 0,87 * 2,26 ± 0,18 7,66 ± 0,61 * 
Est 2 (%) 57,49 ± 0,91 63,18 ± 1,70 * 58,16 ± 0,73 60,13 ± 1,49 
Est 3 + 4 (%) 18,48 ± 0,90 14,89 ± 1,11 * 20,04 ± 0,86 17,37 ± 1,19 
REM (%) 21,34 ± 0,80 15,08 ± 1,38 * 19,43 ± 0,96 14,84 ± 1,16 * 
M 0 25,41 ± 2,20 114,33 ± 7,65 * 28,29 ± 2,36 105,96 ± 5,81 * 
DB 62,77 ± 4,16 91,03 ± 9,23 * 55,71 ± 3,55 76,44 ± 5,82 * 
IDB 9,96 ± 0,64 17,40 ± 1,48 * 8,68 ± 0,51 15,90 ± 1,16 * 
  
 
 
Figura 4: Imagem de eletroforese em gel de agarose 2% após RFLP 
com a enzima BccI, demonstrando os padrões de bandas: 290pb para 
homozigotos GG; 161pb e 129pb para homozigotos AA; 290pb, 
161pb e 129pb para heterozigotos GA no gene do receptor 1 de 
hipocretina. M= marcador de peso molecular de 100pb. 
 
 
 
 
Figura 5: Imagem de eletroforese em gel de agarose 2% após RFLP com a enzima 
BccI, demonstrando os padrões de bandas: 194pb e 134pb para homozigotos GG; 
330pb para homozigotos AA; 330pb, 194pb e 134pb para heterozigotos GA do 
gene do receptor 2 de hipocretina. M= marcador de peso molecular de 100pb. 
4.2.1. Polimorfismo G1222A do receptor 1 
 As freqüências genotípicas observadas no grupo controle e no grupo 
experimental insone, são mostradas na Tabela 3 e as freqüências alélicas na Tabela 5. Não 
foram observadas diferenças significativas entre os grupos. 
Tabela 3: Freqüências genotípicas do polimorfismo (receptor 1) 
           
 
 
 
                      Tabela 3: n = número de indivíduos. 
Genótipos Grupo Controle (n) Grupo Insone (n) 
AA 0,14 (10) 0,10 (8) 
GA 0,58 (43) 0,66 (55) 
GG 0,28 (21) 0,24 (20) 
M       AA     GG                                       GA 
M                       AA                     GA                     GG 
 Devido à insônia ser mais presente em sujeitos do gênero feminino, 
analisamos separadamente por gênero (Tabela 4). 
Tabela 4: Freqüências genotípicas do polimorfismo (receptor 1) por gênero. 
  Tabela 4: n = número de indivíduos. 
 
Tabela 5: Freqüências alélicas para o polimorfismo G1222A. 
 Controle Insone 
Alelo Masculino Feminino Masculino Feminino 
A 0,53 0,33 0,42 0,43 
G 0,47 0,67 0,58 0,57 
 
4.2.2. Polimorfismo G922A do receptor 2 
 As freqüências genotípicas observadas no grupo controle e no grupo 
experimental insone, são mostradas na Tabela 6 e as freqüências alélicas na Tabela 8. Não 
foram observadas diferenças significativas entre os grupos. 
Tabela 6: Freqüências genotípicas do polimorfismo (receptor 2). 
Genótipos Grupo Controle (n) Grupo Insone (n) 
AA 0,03 (2) 0,01 (1) 
GA 0,26 (19) 0,22 (18) 
GG 0,72 (53) 0,77 (64) 
Tabela 6: n = número de indivíduos. 
 
 
 Controle Insone 
Genótipos Masculino (n) Feminino (n) Masculino (n) Feminino (n) 
AA 0,25 (9) 0,03 (1) 0,09 (3) 0,10 (5) 
GA 0,56 (20) 0,61 (23) 0,66 (21) 0,67 (34) 
GG 0,19 (7) 0,37 (14) 0,25 (8) 0,24 (12) 
 Tabela 7: Freqüências genotípicas do polimorfismo (receptor 2) por gênero. 
   Tabela 7: n = número de indivíduos. 
 
Tabela 8: Freqüências alélicas para o polimorfismo G922A. 
 Controles Insone 
Alelo Masculino Feminino Masculino Feminino 
A 0,17 0,14 0,16 0,10 
G 0,83 0,86 0,84 0,90 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Controle Insone 
Genótipos Masculino (n) Feminino (n)  Masculino (n) Feminino (n)  
AA 0,06 (2) 0,00 (0) 0,00 (0) 0,02 (1) 
GA 0,22 (8) 0,29 (11) 0,31 (10) 0,16 (8) 
GG 0,72 (26) 0,71 (27) 0,69 (22) 0,82 (42) 
 5. DISCUSSÃO 
Os aspectos observados para uma população sadia segundo a literatura 
(Silva, 1996; Edinger e cols., 1997; Edinger & Krystal, 2003) e, portanto, esperados para esta 
população são: 2 a 5% do tempo total de sono decorridos em estágio 1, 45 a 55% em estágio 
2, 13 a 23% nos estágios 3 e 4, 20 a 25% decorridos em sono paradoxal (REM), latência para 
o início do sono inferior a 30 min, 70 a 90 minutos de latência para o início do primeiro 
episódio de sono REM, índice de despertares breves inferior a 10 e eficiência de sono superior 
a 85%. 
Interessantemente no grupo sadio inicialmente selecionado, em 10% dos 
indivíduos constatou-se a presença de eventos respiratórios obstrutivos que eram 
desconhecidos dos voluntários, fato que não necessariamente atingiu níveis patológicos, 
entretanto estes foram excluídos do estudo, por poderem representar uma tendência na 
análise, devido, entre diversos fatores, à sonolência excessiva, própria dos portadores de 
distúrbios respiratórios; constatou-se também em 18% dos indivíduos a presença de alterações 
cardíacas, conhecidas por eles somente após a polissonografia realizada no estudo. 
Com o padrão de sono observado no grupo experimental insone (Tabela 1) 
foi confirmada a existência da patologia neste grupo, verificada pela redução do tempo total 
de sono, além das latências para o início do primeiro evento de sono ou sono REM 
aumentadas com relação ao grupo controle. Verificou-se que também estão aumentados os 
minutos decorridos em vigília e o índice de despertares breves, demonstrando que estes 
indivíduos possuem dificuldade em iniciar o sono ou mesmo ao acordar durante a noite, 
dificuldade em reiniciar o sono, comprometendo sua eficiência (73,46% ± 14,92; p< 0,01).   
Uma forte base genética do sono normal tem sido demonstrada em seres 
 humanos e animais. Estudos em adultos sadios indicam que a quantidade de sono de ondas 
lentas é fortemente influenciada por fatores genéticos, com estimativas de herdabilidade 
média de 50%, sendo assim superior à maioria dos traços humanos. Além disso, vários 
transtornos do sono têm bases genéticas, bem como um componente ambiental (Erman, 2001; 
Raizen e cols., 2006).  
O sistema hipocretinérgico, um dos principais sistemas responsáveis pela 
produção da vigília, é um potencial local para a identificação de variações genéticas 
associadas à insônia. Dados recentes, em peixes-zebra, demonstram que uma mutação nula 
nos receptores de hipocretina causou alteração apenas da atividade noturna do ciclo 
sono/vigília com um padrão semelhante à insônia (Yokogawa e cols. 2007), possibilitando a 
formulação de hipóteses sobre a função da hipocretina. 
No entanto, não foram observadas diferenças estatísticas significativas nas 
freqüências genotípicas dos polimorfismos dos receptores de hipocretina, não sendo 
observada associação entre os receptores 1 e 2 de hipocretina e a insônia, na amostra 
analisada.  
O estudo baseia - se numa possível alteração do funcionamento dos 
receptores hipocretinérgicos causado pelos polimorfismos não-sinônimos estudados. Os 
resultados obtidos sugerem que estes polimorfismos não afetam a neurotransmissão 
hipocretinérgica ou talvez a amostra não tenha o poder necessário para encontrar associação, 
tendo em conta que as freqüências gênicas do grupo experimental insone são semelhantes ao 
grupo controle. 
Existem trabalhos que estudaram a relação da hipocretina e seus receptores 
com diversos distúrbios como Parkinson (Thannickal e cols., 2007), Alzheimer (Friedman e 
 cols., 2007), narcolepsia (Hong e cols., 2007; Jeong e cols., 2007), fibromialgia (Taiwo e 
cols., 2007), atrofia de sistemas múltiplos (Martinez-Rodriguez e cols., 2007) e niemann-pick 
tipo C dentre outros. Alguns estudos relatam a não existência de associação de polimorfismos 
no receptor 2 com a cefaléia em salvas (Rainero e cols., 2007; Schurks e cols., 2007) e com a 
enxaqueca (migranea) (Pinessi e cols., 2007). Zhang e colaboradores (2007), após 
administração intermitente (1 vez ao dia por 5 dias) de cocaína, observaram que o número de 
receptores 2 de hipocretina aumenta no núcleo accumbens (persistente até 60 dias após fim da 
administração), enquanto o receptor 1 e a própria hipocretina permanecem inalterados. Os 
efeitos duradouros do uso de cocaína no aumento da vigília, peso corporal e especialmente em 
comportamentos de busca pela droga podem estar relacionados a superexpressão do receptor 
2 e conseqüente aumento da neurotransmissão hipocretinérgica no núcleo accumbens. Fato 
que demonstra a existência de um mecanismo dependente do receptor 2, que pode coordenar 
em parte, as respostas comportamentais a psicoestimulantes. 
Portanto, por todo o envolvimento do sistema em diversos distúrbios, uma 
possibilidade a se considerar é o outro lado da neurotransmissão hipocretinérgica; a síntese da 
hipocretina, pois talvez os processos de síntese e liberação de hipocretina sejam os elementos-
chave na elaboração da vigília e não as alterações nos receptores, assim torna-se necessário 
investigar  polimorfismos no gene da prepro-hipocretina. 
Uma das dificuldades de estudar insônia é o endofenótipo. Diferentes 
processos fisiológicos podem acarretar em insônia e, ao realizar as análises, os grupos não 
foram fragmentados em sub-grupos e sim, analisados em sua totalidade, havendo a 
possibilidade de ter um grupo muito heterogêneo e não adequado para análise genética.  
Na amostra estudada, podemos perceber que o perfil de insônia não é o 
mesmo para todos os pacientes; parte dos indivíduos tem uma enorme latência para o início 
 do sono, enquanto outros não, mas o índice de despertares noturnos é muito alto.  É possível 
que uma estratificação dos grupos, sejam necessárias para obter melhores resultados nas 
análises. No entanto, o número de sujeitos no nosso experimento não permite esta 
estratificação. 
As freqüências alélicas da maioria dos marcadores genéticos são muito 
variáveis em diferentes populações e etnias (Cavalli-Sforza e cols.,1994). Quando não 
detectado previamente ao estudo, o estudo de casos e controles em um grupo heterogêneo, 
pode gerar resultados espúrios, devido às variações. Os métodos de investigação baseados em 
família seriam uma alternativa para eliminar possíveis vieses, visto que o controle ao caso é 
realizado no próprio núcleo familiar (Alsobrook e cols., 1998; Schaid e cols., 1994).  
Acompanhando a freqüência genotípica em diversas etnias para ambos 
receptores (Tabelas 9 e 10 – Anexo 01), pôde-se verificar uma grande semelhança com a 
freqüência obtida por outros estudos com indivíduos Europeus. 
As hipocretinas e seus receptores são o foco de muitos pesquisadores como 
possíveis locais de intervenção terapêutica para distúrbios neurológicos e do sono, mas isso só 
será possível quando agonistas de receptores hipocretinérgicos estiverem disponíveis. 
Atualmente dois agonistas (ACT-078573 e GW-649868) já estão sendo testados (Nishino, 
2007; Sanger e cols., 2007) e as empresas farmacêuticas desejam utilizá-las para o tratamento 
da insônia, especialmente para a insônia inicial. Isso ocorre porque a deficiência de 
hipocretina em narcolépticos provoca latências de sono encurtadas e o bloqueio dos 
receptores hipocretinérgicos pode induzir a um estado semelhante ao sono. 
A busca de genes candidatos para a insônia primária, por hora, não produziu 
resultados satisfatórios, provavelmente porque este não é um distúrbio simples. As causas da 
 perda de sono são múltiplas. Apesar dos resultados negativos neste estudo, o sistema 
hipocretinérgico ainda é um bom candidato para ser associado à insônia, devido a todas as 
características deste sistema. Outros estudos com amostras maiores e critérios mais rígidos de 
avaliação da insônia são necessários, bem como procurar alterações no gene da prepro – 
hipocretina ou estudar a associação de diversos polimorfismos deste sistema.  
A falta de estudos com polimorfismos nos genes dos receptores de 
hipocretina relacionando-os à estrutura do sono e fenótipos circadianos nos fazem crer na 
importância deste estudo para pesquisas futuras, já que as pesquisas de sono estão cada vez 
mais em destaque, tanto para a comunidade científica quanto para a população em geral. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 6. CONCLUSÕES 
 
O estudo de polimorfismos em genes de contribuição genética na 
fisiopatologia de doenças complexas tem permitido a identificação de alelos de 
suscetibilidade associados a doenças, ou seja, a presença desses polimorfismos não seriam as 
causas da doença, mas aumentariam ou diminuiriam o risco para a mesma. Entretanto, não 
foram observadas associações entre os polimorfismos estudados (G1222A no receptor 1 de 
hipocretina e G922A no receptor 2 de hipocretina) e a insônia nesta amostra. Porém este 
resultado não invalida a hipótese inicial e novos estudos devem ser feitos, para verificar a real 
contribuição de alterações no sistema hipocretinérgico na insônia, aumentando a rigidez 
critérios de seleção dos indivíduos a serem estudados. 
Este é o primeiro trabalho que reporta a prevalência deste polimorfismo em 
população brasileira, sendo de grande importância e necessário conhecer a variabilidade 
genética desta população. 
A análise de outros polimorfismos nos receptores de hipocretina, ou mesmo 
o conjunto de alguns destes pode esclarecer a relação entre a hipocretina e a manutenção da 
vigília nos episódios de insônia. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 7. ANEXOS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Anexo 01: Tabelas . 
Tabela 9: Distribuição genotípica e freqüência alélica do polimorfismo G1222A (receptor 1) 
Genótipo 
HcrtR1 
Europeus* 
(%) 
Afro-
Americanos* 
(%) 
Asiáticos* 
(%) 
Amostra 
Controle 
(%) 
Amostra 
Insone 
(%) 
AA 0,09 0,54 0,50 0,14 0,10 
GA 0,58 0,41 0,41 0,58 0,66 
GG 0,33 0,05 0,0 0,28 0,24 
    *HapMap Data Rel 22/phasell Apr07, on NCBU B36 assembly. db SNP b126. 
 
 
 
Tabela 10: Distribuição genotípica e freqüência alélica do polimorfismo G922A (receptor 2) 
Genótipo 
HcrtR2 
Europeus* 
(%) 
Afro-
Americanos* 
(%) 
Asiáticos* 
(%) 
Amostra 
Controle 
(%) 
Amostra 
Insone 
(%) 
AA 0,04 0,00 0,00 0,03 0,01 
GA 0,14 0,20 0,18 0,26 0,22 
GG 0,82 0,80 0,82 0,72 0,77 
    *HapMap Data Rel 22/phasell Apr07, on NCBU B36 assembly. db SNP b126. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Anexo 02: Carta de Aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa da UNIFESP. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Anexo 03: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, utilizado no estudo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
Busca de associações de polimorfismos nos receptores de Hipocretina com fenótipos do sono em 
voluntários sadios. 
 
As informações serão fornecidas para sua participação voluntária neste estudo realizado no 
Laboratório de Biologia Molecular do Departamento de Psicobiologia (UNIFESP/EPM), que tem 
como objetivo verificar se pequenas alterações nos genes dos receptores 1 e 2 da hipocretina podem 
estar associados à características do sono em uma população sadia.  
 
Leia este documento com atenção e faça qualquer pergunta que desejar, para que todos os 
procedimentos deste processo sejam esclarecidos, apenas assim assine este termo de consentimento. 
 
O voluntário dormirá duas noites no laboratório (aproximadamente das 22:00 h às 07:00 h da 
manhã seguinte), sendo que neste ínterim serão realizados três procedimentos. São eles: 
 
- Questionário para identificar o voluntário e avaliar os hábitos de sono (o 
questionário está anexo a este termo de consentimento – folha 3), 
- Coleta de uma pequena amostra de sangue por punção periférica da veia do 
antebraço com agulhas descartáveis, para extração de DNA (análise molecular), 
-  Polissonografia noturna.  
 
Durante o dia, o voluntário será liberado para a realização de suas atividades normais. Não 
haverá riscos nestes procedimentos, mas é possível que exista algum incômodo durante a coleta de 
sangue ou durante a colocação dos eletrodos para a polissonografia. 
 
Em qualquer etapa do estudo, você terá acesso aos profissionais responsáveis pela pesquisa 
para esclarecimento de eventuais dúvidas. O principal pesquisador é o Dr. Mário Pedrazzoli que 
pode ser encontrado no seguinte endereço: Rua Napoleão de Barros, 925 - 3º Andar - Vila 
Clementino, ou através do telefone (11) 2149-0155, Ramal: 251. Se você tiver alguma consideração 
ou dúvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) - 
Rua Botucatu, 572 - 1º andar - cj 14, 5571-1062, FAX: 5539-7162 - E-mail: cepunifesp@epm.br 
 
Você tem a liberdade de desistir ou interromper a participação no processo no momento que 
desejar, sem a necessidade de qualquer explicação, sem qualquer prejuízo à continuidade de seu 
tratamento na Instituição, é garantido o direito de ser mantido atualizado sobre os resultados das 
pesquisas, e também é garantido o direito a confidencialidades. As informações obtidas serão 
analisadas em conjunto com outros voluntários e não será divulgada a identificação e os dados obtidos 
bem como o sangue ou o material genético não serão compartilhados com outros pesquisadores deste 
ou de qualquer outro projeto. 
 
 Não há despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, incluindo exames e 
consultas. Também não há compensação financeira relacionada à sua participação, porém a vantagem 
não financeira é obter o resultado de sua polissonografia, na qual consta a qualidade de seu sono. Será 
providenciado ao voluntário, alimentação nas duas manhãs seguintes às noites passadas no laboratório, 
e haverá ressarcimento das despesas com transporte pelo próprio pesquisador. 
 
Em caso de dano pessoal, diretamente e unicamente causado pelos procedimentos deste estudo 
(nexo causal comprovado), o participante tem direito a tratamento médico na Instituição, bem como às 
indenizações legalmente estabelecidas. 
 
 “Entendo que fui convidado a participar como voluntário nesse estudo e acredito ter sido 
suficientemente informado a respeito das informações que li ou que foram lidas para mim, 
descrevendo o estudo “Busca de associações de polimorfismos nos receptores de Hipocretina com 
fenótipos do sono em voluntários sadios”. 
 
Eu discuti com a pós-graduanda Lhoyane de Moraes Oliveira sobre a minha decisão em 
participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais são os propósitos do estudo, os procedimentos 
a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos 
permanentes. Ficou claro também que minha participação é isenta de despesas e que tenho garantia à 
tratamento hospitalar caso haja algum dano causado à mim, exclusivamente durante a realização dos 
procedimentos da pesquisa. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o 
meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuízo ou 
perda de qualquer benefício que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste serviço.” 
 
____________________________________                       __________________________________ 
Assinatura do paciente/representante legal.          Assinatura da testemunha. 
Data:__________________                                                     Data:__________________ 
Para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-
analfabetos ou portadores de deficiência auditiva ou visual. 
Declaro que obtive de forma apropriada e voluntária o Consentimento Livre e Esclarecido 
deste paciente ou representante legal para a participação neste estudo. 
 
________________________________________ 
Assinatura do responsável pelo estudo. 
Data:__________________ 
 
 
 Anexo 04: Questionário Horne-Östberg. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 QUESTIONÁRIO PARA IDENTIFICAÇÃO DE INDIVÍDUOS MATUTINOS E 
VESPERTINOS 
 
INSTRUÇÕES: 
1. Leia com atenção cada questão antes de responder. 
2. Responda todas as questões. 
3. Responda as questões na ordem numérica. 
4. Cada questão deve ser respondida independentemente das outras; não volte atrás e nem corrija 
suas respostas anteriores. 
5. Para cada questão coloque apenas uma resposta (uma cruz no local correspondente); algumas 
questões tem uma escala, nestes casos coloque a cruz no ponto apropriado da escala. 
6. Responda a cada questão com toda a honestidade possível. Suas respostas e os resultados são 
confidenciais. 
7. Se você quiser escrever algum comentário, faça-o em folha separada. 
8. Não esqueça de preencher os dados pessoais. 
(traduzido e adaptado de Home, J. A. & Ostberg, O., A seIf-assessment 
questionnaire to determine morningness-eveningness in human circadian 
rhythm. IntemationalJoumaI of ChronobioIogy, vol.4: 97-110, 1976), pelo 
GRUPO MULTIDISCIPLINAR DE DESENVOLVIMENTO E RlTMOS 
BIOLÓGICOS. DEPTO. FISIOLOGIA E BIOFÍSICA - INST. CIÊNCIAS 
BIOMÉDlCAS/USP. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Nome: __________________________________________________ Idade: _______ anos 
Sexo: M(  ) F(  ) 
Profissão: _______________________________________________________ 
 
Horário habitual de trabalho: ________________________________________ 
(use o verso se necessário, especialmente se tiver atividade fora da rotina) 
 
Data: _____ / _____ / _____   Cidade: ______________________ 
 
 
 1. Considerando apenas seu bem-estar pessoal e com liberdade total de planejar seu dia, a que 
horas você se levantaria? 
 
 
2. Considerando apenas seu bem-estar pessoal e com liberdade total de planejar sua noite, a que 
horas você se deitaria? 
 
 
3. Até que ponto você depende do despertador para acordar de manhã? 
 
Nada dependente_____________________________________________ (     ) 
Não muito dependente_________________________________________ (     ) 
Razoavelmente dependente_____________________________________ (     ) 
Muito dependente____________________________________________ (     ) 
 
4. Você acha fácil acordar de manhã? 
 
Nada fácil __________________________________________________ (     ) 
Não muito fácil ______________________________________________ (     ) 
Razoavelmente fácil __________________________________________ (     ) 
Muito fácil _________________________________________________ (     ) 
 
5. Você se sente alerta durante a primeira meia hora depois de acordar? 
 
Nada alerta _________________________________________________ (     ) 
Não muito alerta _____________________________________________ (     ) 
Razoavelmente alerta _________________________________________ (     ) 
Muito alerta ________________________________________________ (     ) 
 
6. Como é seu apetite durante a primeira meia hora depois de acordar? 
 
Muito ruim _________________________________________________ (     ) 
Não muito ruim _____________________________________________ (     ) 
Razoavelmente bom __________________________________________ (     ) 
Muito bom _________________________________________________ (     ) 
 
7. Durante a primeira meia hora depois de acordar você se sente cansado? 
 
Muito cansado ______________________________________________ (     ) 
Não muito cansado ___________________________________________ (     ) 
Razoavelmente em forma ______________________________________ (     ) 
Em plena forma ______________________________________________ (     ) 
 
 
 
         5               6                    7                    8                   9                   10                  11                 
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 8. Se você não tem compromisso no dia seguinte e comparando com sua hora habitual. a que 
horas você gostaria de ir deitar? 
 
Nunca mais tarde _____________________________________________ (     ) 
Menos que uma hora mais tarde  _________________________________ (     ) 
Entre uma e duas horas mais tarde  _______________________________ (     ) 
Mais do que duas horas mais tarde _______________________________ (     ) 
 
9. Você decidiu fazer exercícios físicos. Um amigo sugeriu o horário das 07:00 às 08:00 horas da 
manhã, duas vezes por semana. Considerando apenas seu bem-estar pessoal. O que você acha 
de fazer exercícios nesse horário? 
 
Estaria em boa forma __________________________________________ (     ) 
Estaria razoavelmente em forma _________________________________ (     ) 
Acharia isso difícil ____________________________________________ (     ) 
Acharia isso muito difícil _______________________________________ (     ) 
 
10. A que horas da noite você se sente cansado e com vontade de dormir? 
 
 
11. Você quer estar no máximo de sua forma para fazer um teste que dura duas horas e que você 
sabe que é mentalmente cansativo. Considerando apenas o seu bem-estar pessoal, qual desses 
horários você escolheria para fazer esse teste? 
 
Das 08:00 às 10:00 horas _______________________________________ (     ) 
Das 11:00 às 13:00 horas _______________________________________ (     ) 
Das 15:00 às 17:00 horas _______________________________________ (     ) 
Das 19:00 às 21:00 horas _______________________________________ (     ) 
 
12. Se você fosse deitar às 23:00 em que nível de cansaço você se sentiria? 
 
Nada cansado ________________________________________________ (     ) 
Um pouco cansado ____________________________________________ (     ) 
Razoavelmente cansado ________________________________________ (     ) 
Muito cansado _______________________________________________ (     ) 
 
13. Por alguma razão você foi dormir várias horas mais tarde do que é seu costume. Se no dia 
seguinte você não tiver hora certa para acordar, o que aconteceria com você? 
 
Acordaria na hora normal, sem sono ______________________________ (     ) 
Acordaria na hora normal, com sono ______________________________ (     ) 
Acordaria na hora normal e dormiria novamente ____________________ (     ) 
Acordaria mais tarde do que seu costume __________________________ (     ) 
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 14. Se você tiver que ficar acordado das 04:00 às 06:00 horas para realizar uma tarefa e não tiver 
compromissos no dia seguinte, o que você faria? 
 
Só dormiria depois de fazer a tarefa ______________________________ (     ) 
Tiraria uma soneca antes da tarefa e dormiria depois _________________ (     ) 
Dormiria bastante antes e tiraria uma soneca depois __________________ (     ) 
Só dormiria antes de fazer a tarefa _______________________________ (     ) 
 
15. Se você tiver que fazer duas horas de exercício físico pesado e considerando apenas o seu 
bem-estar pessoal, qual destes horários você escolheria? 
 
Das 08:00 às 10:00 horas _______________________________________ (     ) 
Das 11:00 às 13:00 horas _______________________________________ (     ) 
Das 15:00 às 17:00 horas _______________________________________ (     ) 
Das 19:00 às 21:00 horas _______________________________________ (     ) 
 
16. Você decidiu fazer exercícios físicos. Um amigo sugeriu o horário das 22:00 às 23:00 horas, 
duas vezes por semana. Considerando apenas o seu bem-estar pessoal o que você acha de 
fazer exercícios nesse horário? 
 
Estaria em boa forma __________________________________________ (     ) 
Estaria razoavelmente em forma _________________________________ (     ) 
Acharia isso difícil ____________________________________________ (     ) 
Acharia isso muito difícil _______________________________________ (     ) 
 
17. Suponha que você possa escolher o seu próprio horário de trabalho e que você deva trabalhar 
cinco horas seguidas por dia. Imagine que seja um serviço interessante e que você ganhe por 
produção. Qual o horário que você escolheria? (Marque a hora de início e a hora do fim) 
 
 
 
 
18. A que hora do dia você atinge seu melhor momento de bem-estar? 
 
 
 
19. Fala-se em pessoas matutinas e vespertinas (as primeiras gostam de acordar cedo e dormir 
cedo, as segundas de acordar tarde e dormir tarde). Com qual desses tipos você se identifica? 
 
Tipo matutino ________________________________________________ (     ) 
Mais matutino que vespertino ___________________________________ (     ) 
Mais vespertino que matutino ___________________________________ (     ) 
Tipo vespertino ______________________________________________ (     ) 
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1     2      3      4      5      6      7      8      9     10    11    12    13    14    15    16    17    18    19    20    21    22    23    24 
 Anexo 05: Questionário de Etnia, utilizado no estudo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 QUESTIONÁRIO DE ETNIA - IDENTIFICAÇÃO DO VOLUNTÁRIO 
 
NOME: ________________________________________________________________________________ 
 
1) ONDE VOCÊ NASCEU? (CIDADE/ESTADO/PAÍS) _________________________________________ 
 
2) COM QUAL GRUPO ÉTNICO A SEGUIR VOCÊ SE IDENTIFICA MAIS? 
Negro              Latino (Venezuela, Peru, Colômbia, etc) 
Índio              Asiático 
Caucasiano (branco)            Outro 
       Desconhecido 
 
3) ONDE SUA MÃE NASCEU? (CIDADE/ESTADO/PAÍS) ______________________________________ 
 
4) COM QUAL GRUPO ÉTNICO A SUA MÃE SE IDENTIFICA MAIS? 
Negro              Latino (Venezuela, Peru, Colômbia, etc) 
Índio              Asiático 
Caucasiano (branco)            Outro 
       Desconhecido 
 
5) ONDE SEU PAI NASCEU? (CIDADE/ESTADO/PAÍS) ________________________________________ 
 
6) COM QUAL GRUPO ÉTNICO SEU PAI SE IDENTIFICA MAIS? 
Negro              Latino (Venezuela, Peru, Colômbia, etc) 
Índio              Asiático 
Caucasiano (branco)            Outro 
       Desconhecido 
 
7) ONDE SUA AVÓ MATERNA NASCEU? (CIDADE/ESTADO/PAÍS) ____________________________ 
 
8) COM QUAL GRUPO ÉTNICO SUA AVÓ MATERNA SE IDENTIFICA MAIS? 
Negro              Latino (Venezuela, Peru, Colômbia, etc) 
Índio              Asiático 
Caucasiano (branco)            Outro 
       Desconhecido 
 
9) ONDE SEU AVÔ MATERNO NASCEU? (CIDADE/ESTADO/PAÍS) ______________________________ 
 
10) COM QUAL GRUPO ÉTNICO SEU AVÔ MATERNO SE IDENTIFICA MAIS? 
Negro              Latino (Venezuela, Peru, Colômbia, etc) 
Índio              Asiático 
Caucasiano (branco)            Outro 
       Desconhecido 
 
11) ONDE SUA AVÓ PATERNA NASCEU? (CIDADE/ESTADO/PAÍS) _____________________________ 
 
12) COM QUAL GRUPO ÉTNICO SUA AVÓ PATERNA SE IDENTIFICA MAIS? 
Negro              Latino (Venezuela, Peru, Colômbia, etc) 
Índio              Asiático 
Caucasiano (branco)            Outro 
       Desconhecido 
 
13)  ONDE SEU AVÔ PATERNO NASCEU? (CIDADE/ESTADO/PAÍS) _____________________________ 
 
14) COM QUAL GRUPO ÉTNICO SEU AVÔ PATERNO SE IDENTIFICA MAIS? 
Negro              Latino (Venezuela, Peru, Colômbia, etc) 
Índio              Asiático 
Caucasiano (branco)            Outro 
       Desconhecido 
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 9. Abstract 
Hypocretin system has been described as one of the more important 
neurotransmission system to be involved in the waking process. Lack of function of this 
system, by mutations or neuron death, leads to pronounced excessive sleepiness in mammals.  
It is proposed that a hyperactive hypocretin system can result in hyper arousal episodes and 
insomnia. The hypocretins 1 and 2 bind to two known receptors widely distributed in the 
brain. In the present we sought to analyze whether polymorphisms in both receptors 1 and 2 
are associated with insomnia. We have enrolled 83 insomnia patients, confirmed the complain 
with polysomnographic recordings and compared the frequencies of the hypocretins receptors 
polymorphisms with healthy controls with no sleep disorder confirmed by two nights of sleep 
recording.  Our results show no association of any of the polymorphisms in both receptors 
with insomnia.  
 
